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A utilização da molécula de ADN para fins de identificação taxonómica, de uma 
amostra de origem desconhecida, é a aplicação mais comum na investigação forense. 
No entanto, uma correcta identificação genética de vestígios biológicos depende da 
existência de colecções de referência, que permitam a autenticação da identificação. As 
características dos vestígios biológicos encontrados em cenários forenses permitem 
analogias com espécimes de colecções de história natural o que as torna numa fonte 
ideal de ADN degradado para teste de técnicas e marcadores moleculares com aplicação 
forenses. O presente trabalho teve como objectivo contribuir com dados genéticos, de 
espécies de mamíferos e aves, para colecções e bases de dados de referência que possam 
apoiar a investigação forense de vestígios biológicos de variantes genómicas não 
humanas. Foram realizadas optimizações nos protocolos de extracção e amplificação 
que resultaram na recuperação de informação genética de amostras com ADN 
degradado. A utilização de primers que amplificam fragmentos mais pequenos também 
se revelou uma estratégia alternativa eficiente. Foram geradas um total de 19 sequências 


























The use of DNA molecule for purposes of taxonomic identification, in a sample of 
unknown origin, is the most common application in forensic investigation. However, a 
correct genetic identification of biological evidence depends on the existence of 
reference collections, enabling the authentication of identification. The characteristics of 
biological evidence found in forensic scenarios allow analogies with specimens of 
natural history collections which makes them an ideal source of DNA degraded to test 
techniques and molecular markers in forensic application. This study aimed to 
contribute with genetic data from mammals and birds species to collections and 
reference databases which may assist the forensic investigation of biological traces of 
non-human genomic variants. Optimizations were performed in the extraction and 
amplification protocols that resulted in the recovery of genetic information from 
degraded DNA samples. The use of primers that amplify smaller fragments also proved 
an efficient alternative strategy. We generated a total of 19 Cyt b gene sequences and 52 
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A Ciência Forense (conhecida em alguns países como Medicina Legal) é uma 
especialidade que visa auxiliar a investigação criminal através dos conhecimentos 
técnico-científicos de áreas como a Biologia, Química, Física e a Matemática, bem 
como outras disciplinas tão variadas quanto a Balística, a análise de impressões digitais, 
registos sonoros e da grafia (Jobling e Gill 2004).   
Entre as áreas de maior desenvolvimento na Medicina Legal encontra-se a Genética e 
Biologia Forense cuja evolução tem sido impulsionada pela análise do genoma humano. 
A Genética Forense teve o seu início há mais de um século quando Landsteiner 
descobriu os primeiros polimorfismos genéticos, os grupos sanguíneos ABO; e, em 
1915, Latters testou o primeiro anticorpo dos grupos eritrocitários (Jobling e Gill 2004). 
Na década de 20 foi estabelecida a “Lei de Locard”, postulada pelo cientista forense 
Edmond Locard, cujo princípio refere que "todo o contacto deixa um rastro". A 
aplicação deste princípio tornou essencial a averiguação de todas as provas no local do 
crime, mesmo que, aparentemente, insignificantes (Rodrigues 2008). Até à década de 
50, o exame forense de amostras biológicas, como forma de identificação pessoal, 
passou a ser consensual e baseava-se essencialmente na determinação dos grupos 
sanguíneos (Phillips 2008).  
Em 1953, foi descoberta a estrutura da molécula de ADN (ácido desoxirribonucleico) 
que, como sabemos hoje, constitui o suporte universal de toda a informação genética 
que define as características de cada organismo. Tal como os pontos e traços de uma 
mensagem código Morse, as diferentes combinações possíveis entre as quatro bases 
azotadas (as purinas (A e G) e as pirimidinas (T e C)) codificam a diversidade biológica 
entre espécies, bem como entre indivíduos da mesma espécie (Wetton et al. 2002).  
Devido a um conjunto de características únicas: individual, perene e igualmente 
presente em todas as células do indivíduo, o ADN tornou-se na amostra de excelência 
no contexto das Ciências Forenses, nomeadamente a Genética e a Biologia Forense. A 
utilização do ADN com finalidades forenses baseia-se nos mesmos princípios 
fundamentais e usa as mesmas técnicas que são rotineiramente empregues em estudos 
médicos e genéticos.  
Para a investigação forense, a principal vantagem da análise de ADN reside na 
possibilidade da sua aplicação sobre qualquer fonte de material biológico em oposição, 
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por exemplo, a um exame serológico completo, que apenas pode ser realizado em 
amostras de sangue. Outra vantagem é o seu potencial discriminatório de um em biliões, 
o que contrasta com o exame do grupo sanguíneo ABO, que apenas tem a capacidade de 
discriminar um em três indivíduos na população geral (Rodrigues 2008). A resistência 
do ADN aos factores ambientais também é referida como sendo uma vantagem 
importante em relação à serologia tradicional. O ADN é uma molécula robusta, 
relativamente resistente aos ácidos e detergentes, ao contrário dos determinantes 
proteicos, lipídicos e carbohidratos. Consequentemente, os exames com ADN podem 
ser realizados com maior segurança em amostras muito antigas e expostas a maiores 
agressões ambientais (Rodrigues 2008).  
Actualmente, o ADN é utilizado quer na esfera da investigação criminal, quer na 
esfera civil, e particularmente em três tipos de análises: criminalística biológica (p.e. 
análise de manchas de sangue, pêlos ou cabelos encontrados nos locais de crimes, ou de 
sémen em crimes de natureza sexual); identificação biológica de parentesco (p.e. 
identificação de paternidade ou maternidade); e identificação genética individual (p.e. 
identificação de um corpo ou de fragmentos do mesmo) (Jobling e Gill 2004).  
 
 
1.1 Marcadores moleculares 
 
A grande variabilidade genética existente no ADN leva a que só algumas das suas 
regiões sejam analisadas, ou seja, aquelas que apresentam maior variação individual. 
Essas regiões são denominadas de marcadores genéticos ou moleculares e podem ser 
utilizados para caracterizar o ADN de um indivíduo num padrão ou perfil de fragmentos 
que lhe é particular (Resende 2003).  
Os primeiros polimorfismos de ADN a serem descobertos foram os de comprimento 
de fragmentos de restrição, RFLPs (Restriction Length Fragment Polymorphisms), que 
são geralmente causados por alterações de um único par de bases, nas sequências de 
ADN não codificante, e que levam à remoção ou introdução de um local de 
reconhecimento por uma endonuclease de restrição, ou seja, enzimas que reconhecem e 
cortam sequências específicas de bases na dupla cadeia de ADN (Avise 1994).  
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As endonucleases de restrição e a técnica de Southern Blot1 eram mais utilizadas na 
análise de minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats). Os 
minissatélites são sequências constituídas por 10 a 100 nucleótidos que se repetem entre 
10 a 1000 vezes (Abouelhoda et. al 2010). Este marcador, descoberto em 1984 pelo 
geneticista Alec Jeffreys, ao estudar o genoma humano, causou um grande impacto na 
investigação forense baseada no ADN. Nos anos que se seguiram, os laboratórios de 
biologia forense desenvolveram DNA fingerprints (impressões digitais genéticas), à 
semelhança das impressões digitais, em indivíduos suspeitos de envolvimento em 
crimes, criando perfis genéticos muito específicos (Phillips 2008). No entanto estas 
primeiras técnicas apresentavam muitas limitações, tais como análise lenta e trabalhosa, 
e a necessidade de uma quantidade elevada de ADN para além de um bom estado de 
conservação do mesmo (Anjos 2000).  
Em 1989, com o aparecimento da reacção em cadeia da polimerase (PCR -
Polimerase Chain Reaction), desenvolvida por Kary Mullis, passou a ser possível obter 
milhões de cópias de um determinado fragmento de ADN a partir de quantidades 
iniciais mínimas e avançado estado de degradação (Phillips 2008). Hoje a PCR é uma 
técnica amplamente implementada, que abriu grandes perspectivas em diversas áreas da 
pesquisa médica e biológica, tais como sequenciação de genes, diagnóstico de doenças 
hereditárias e infecciosas, identificação genética e criação de organismos transgénicos.  
Com a possibilidade de amplificar qualquer quantidade de ADN, iniciou-se assim, 
com a PCR, a aplicação de um novo tipo de marcadores genéticos altamente 
polimórficos: os microssatélites ou STRs (Short Tandem Repeats). Os STRs são 
sequências constituídas por 2-6 nucleótidos que se repetem de maneira consecutiva e 
cuja variação, no número de repetições, cria diferentes alelos, os quais se distinguem 
entre si pelo tamanho total do fragmento (Avise 1994).  
A facilidade técnica com que, hoje em dia, se podem estabelecer perfis de STR deve-
se muito à utilização de kits comerciais. Estes possuem produtos e condições 
perfeitamente estandardizadas para o estudo de uma grande gama de sistemas STR. A 
Perkin-Elmer, por exemplo, comercializa kits que incluem até 19 STRs em multiplex 
                                                           
1
 Técnica desenvolvida por Edwin Southern, envolve electroforese em gel do ADN (fragmentado por endonuclease 
de restrição), transferência deste para uma membrana e hibridização com sondas marcadas. Após a hibridização, a 




(p.e. Profiler Plus, SGM Plus) e que também possibilitam a genotipagem do gene 
amelogenina, encontrado nos cromossomas X e Y, para determinar o sexo dos 
indivíduos a quem pertencem as amostras. A quantidade de dados gerados com o 
estabelecimento de perfis de STR levou a criação de várias bases de dados genéticos 
com interesse criminal. Os Estados Unidos estabeleceram a base de dados CODIS 
(Combined DNA Index System) que possui 6 milhões de perfis de STR de suspeitos de 
crime (Phillips 2008).  
 Actualmente, e na sequência dos avanços tecnológicos na área da Genética 
Molecular, diferentes cenários de investigação forense podem recorrer a diferentes 
marcadores moleculares que, devido às suas características, respondem mais 
eficazmente a determinado tipo de questões biológicas. Entre os exemplos de cenários 
de investigação forense e tipos de marcadores moleculares podemos citar: i) variantes 
polimórficas do ADN humano nuclear necessários na identificação molecular de 
pessoas, cadáveres e fragmentos humanos; ii) marcadores de cromossoma Y humano, 
fundamentais para a resolução de casos envolvendo agressões sexuais; e iii) variantes do 
ADN mitocondrial humano, utilizadas na identificação de fragmentos humanos em alto 
estado de degradação (Dawnay et al. 2007).  
 
 
1.2 Investigação forense de variantes genómicas não humanas  
 
Os cenários de investigação forense podem envolver variantes genómicas de espécies 
animais e vegetais, sendo os mesmos inclusive, os principais sujeitos da investigação 
em curso. Isto deve-se ao facto de que nos últimos anos, quer espécies domésticas, quer 
selvagens, têm sido alvo de protecção legal. 
Entre os muitos factores que têm contribuído para esta mudança, incluem-se: i) 
aumento do número de proprietários de animais que pretendem obter compensações ou 
outros recursos legais, em matéria que envolva mortes, doenças ou ferimentos dos seus 
animais; ii) grande preocupação pública com o bem-estar animal; iii) movimentos 
nacionais e internacionais de combate ao tráfico ilegal de espécies da fauna e flora em 
perigo de extinção; iv) combate à caça furtiva; v) necessidade de prevenir ou minimizar 
os efeitos da poluição ambiental sobre a fauna e flora; e vi) introdução de legislação e 
regulamentação de segurança devido ao perigo que podem representar, à saúde humana, 
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os animais e seus produtos, assim como organismos patogénicos (Cooper & Cooper 
2008).  
Boa parte da investigação forense de variantes genómicas não humanas está 
relacionada com casos envolvendo animais domésticos. Schneider e colegas (1999), 
através da análise de ADNmt de pêlos recolhidos num acidente de viação e comparados 
com a saliva de um cão, despistaram a hipótese do animal ter sido o causador do 
mesmo.  
No entanto, a aplicação de leis de protecção da vida selvagem tem revelado uma 
crescente associação entre o crime organizado e o tráfico ilegal de exemplares da fauna 
e da flora. Este tipo de comércio oferece recompensas financeiras comparáveis aos do 
comércio de narcóticos, com apenas uma fracção do risco, atraindo portanto a atenção 
de organizações criminosas internacionais (Ogden et al. 2009). Consequentemente, a 
Medicina Veterinária Legal pode ser chamada a intervir em alegados crimes contra a 
vida selvagem, o que tem vindo a reforçar a importância de uma área de investigação 
com grande expressão em países como o Reino Unido e os Estados Unidos: a Wildlife 
Forensics. A investigação de crimes contra a vida selvagem é, muitas vezes, realizada 
por equipas multidisciplinares compostas por médicos veterinários, zoólogos, botânicos, 
ecólogos e representantes de organismos de conservação. Estes tipos de crimes 
geralmente envolvem actividades que ameaçam os animais selvagens, plantas, ou os 
seus habitats, e que constitui uma violação do direito nacional, regional ou 
internacional. 
O objectivo de qualquer análise forense é prover informações ou avaliar hipóteses 
sobre as provas disponíveis. Em casos envolvendo animais selvagens, a análise é 
conduzida por perguntas tais como: Que espécie é? De onde veio? Quem é que a fez 
chegar aqui? Foi criada em cativeiro? Cada uma destas questões pode ser respondida 
utilizando uma variedade de técnicas laboratoriais baseadas no ADN, no entanto, em 
todos os casos, a identificação da espécie é a base da intervenção dos especialistas.   
 
 
1.3 Identificação de espécies 
 
A necessidade de identificar uma espécie exige que esta esteja taxonomicamente 
definida. O uso da morfologia, e mais recentemente da genética, fornece uma 
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identificação sistemática das espécies que depois é utilizada para comparação com uma 
amostra desconhecida. Entre os métodos de identificação de um espécime o mais 
importante baseia-se nas características morfológicas que, quando presentes, podem 
exigir apenas uma identificação por microscópio ou mesmo por osteologia, não sendo 
necessária nenhuma análise mais aprofundada para a identificação das espécies. No 
entanto, quando as características morfológicas necessárias a identificação não estão 
presentes, torna-se necessário recorrer a outros métodos de identificação, o que 
geralmente implica análises moleculares, através de serologia ou do ADN (Tobe e 
Linacre, 2010). 
O uso da análise genética para identificar a que espécie pertence uma amostra é a 
aplicação mais comum na investigação forense de crimes contra a vida selvagem. A 
generalidade os casos envolvem a caça ilegal de animais (e.g. Gupta et al. 2006; Wu et 
al. 2004) e o comércio de espécies protegidas e derivados de espécies (e.g. Baker et al. 
2002; Wetton et al. 2004). A identificação de espécies através do ADN também tem 
sido amplamente utilizada na identificação de produtos comercializados que já não 
permitem a identificação de caracteres morfológicos. Yan e colegas (2004) utilizaram o 
gene citocromo b para identificar crocodilos chineses (Alligator sinensis) de alimentos 
frescos ou parcialmente cozinhados em supermercados chineses. Através da análise de 
sequências desse mesmo gene, foi possível determinar que 77% do peixe vendido nos 
Estados Unidos, rotulado como ‘red snapper’, pertence a outras espécies que não a 
suposta (Marko et al. 2004).  
Independentemente das fronteiras nacionais, regionais ou zonas de pesca marinha, a 
distribuição das espécies é governada por factores biológicos e ambientais que 
raramente coincidem com os limites territoriais e legislativos. Consequentemente, 
durante as investigações forenses é necessário demonstrar a origem geográfica da 
amostra para além de identificar a espécie à qual pertence. Através da análise de do 
complexo genético Major Histocompatibility Complex Class II (MHC class II) e um 
conjunto de microssatélites, Withler e colegas (2003) foram capazes de identificar 
espécies de salmões e a origem geográfica das suas populações. Os resultados 
possibilitaram a caracterização do stock e a identificação do pescado ilegal. Em resposta 
à necessidade de identificar a composição populacional da espécie de salmão 
Oncorhynchus tshawytscha, durante a sua migração, foi desenvolvida uma base de 
dados composta por resultados de genotipagem de microssatélites (Seeb et al. 2007)  
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O uso de perfis genéticos para a identificação de um indivíduo revolucionou a análise 
forense humana nos últimos anos. Em contraste, a identificação individual dos animais 
e plantas tem sido frequentemente menos relevante para a protecção de espécies 
ameaçadas. No entanto, para algumas questões como a caça furtiva, a análise genética 
pode fornecer dados importantes. Lorenzini (2005), através da análise de 
microssatélites, identificou o sangue encontrado numa faca de um caçador ilegal como 
sendo de um javali (Sus scrofa), de um parque nacional em Itália. 
O estabelecimento de níveis de parentesco é importante para muitos aspectos da 
genética da conservação, mas para investigação forense o foco reside principalmente na 
diferenciação entre animais de cativeiro e animais selvagens capturados. Os programas 
de reprodução em cativeiro (http://www.eaza.net/activities/cp/Pages/EEPs.aspx) 
tornaram-se uma prática em todo o mundo e têm como principal objectivo recuperar 
populações de espécies altamente ameaçadas de extinção, ou a produção de animais e 
plantas de valor comercial. Os problemas surgem quando espécies raras de animais ou 
plantas são capturados e vendidos como sendo provenientes de reprodução em cativeiro. 
Exemplos de questões actuais incluem o comércio de papagaios (Pillay et al. 2010) e 
aves de rapina (Dawnay et al. 2009). 
 
 
1.4 ADN mitocondrial e identificação genética 
 
Ao ADN presente no núcleo dá-se o nome de ADN nuclear (ADNn). O ADN 
mitocondrial (ADNmt), característico por ser um ADN extra-nuclear, encontra-se nas 
mitocôndrias e é herdado exclusivamente pela linha materna. Estes dois tipos de ADN 
diferenciam-se pela sua origem e função. A informação proveniente do ADNn é 
transmitida de geração em geração, sendo que cada indivíduo herda metade da 
informação genética dos seus progenitores, com excepção do ADN presente no 
cromossoma Y, que é herdado pela linha paterna (Avise 1994). A principal vantagem do 
ADNmt, em comparação com o ADNn, é que está presente aproximadamente num total 
de 500 a 2000 cópias por célula (Avise 1994). Nesse contexto, a análise do ADNmt é 
particularmente útil em investigações forenses, uma vez que esta abundância oferece 
uma maior probabilidade de algumas cópias suportarem a degradação das amostras 
obtidas para a análise (Koch 2008). 
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A identificação genética de espécies baseia-se no isolamento e análise de marcadores 
de ADN que mostram uma variação entre espécies (interespecíficos), mas que 
geralmente são conservados dentro da espécie em causa. Nos animais, os marcadores 
mais utilizados são as regiões do gene no ADN mitocondrial, em particular o citocromo 
b e o citocromo oxidase I, pois as suas taxas de mutação são mais ou menos 
coincidentes com a taxa de evolução da espécie (Ogden et al. 2009). 
 
1.4.1 Gene mitocondrial Citocromo b 
O gene citocromo b (Cyt b) possui cerca de 1140 pares de bases e situa-se entre a 
posição 14.747 e 15.887 do genoma mitocondrial humano (Anderson et al. 1981). Este 
gene codifica uma proteína composta por 380 aminoácidos e que está envolvida na via 
de fosforilação oxidativa no interior da mitocôndria (Alberts et al. 1998). A sequência 
completa do gene foi descodificada para inúmeras espécies, desde mamíferos a 
invertebrados (p.e. Bos tauros, Hiendleder et al. 2008; Apis mellifera, Crozier & 
Crozier, 1993). Em certas ordens taxonómicas, tais como Mamíferos ou Aves, o gene 
apresenta muitas zonas conservadas entre as sequências de diferentes espécies. O 
alinhamento de sequências de ADN mostrou que existem áreas de maior homologia 
para os membros da mesma ordem, intercaladas com áreas de menor homologia o que 
auxilia na discriminação entre espécies (Tobe et al. 2009, Tobe et al. 2010). Por tratar-
se de um gene muito longo, é difícil a sua amplificação em amostras degradadas e 
portanto apenas fragmentos menores do locus são utilizados na identificação das 
espécies. Nestes casos, o tamanho típico do fragmento de amplificação é de ≈400 bp 
(Tobe e Linacre, 2010). 
 
1.4.2 Gene mitocondrial Citocromo Oxidase I  
O gene citocromo oxidase subunidade I (COI) está compreendido entre os pares de 
bases 5.904 e 7.445 no genoma mitocondrial humano (Anderson et al. 1981). Possui 
1.541 pb de comprimento sendo um pouco maior que o gene Cyt b. Também produz 
uma proteína envolvida no processo de respiração dentro da mitocôndria (Alberts et al. 
1998). O alinhamento da sequência do ADN do gene COI para muitas espécies mostra 
um cenário semelhante ao do Cyt b, em que para a mesma Ordem, existem áreas de 
elevada homologia intercaladas com áreas menos conservadas na sequência (Tobe et al. 
2009, Hebert et al. 2003). Um fragmento do locus do gene COI é usado pelo consórcio 
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do Código de Barras da Vida (Consortium DNA Barcoding of Life – CBOL), 
amplificando e sequenciando uma região com mais de 600 pares de bases (Tobe e 
Linacre, 2010). 
A recente introdução do conceito código de barras genético (DNA barcode) expandiu 
o uso do COI como marcador genético para identificação de espécies (Dawnay et al 
2007). Eaton e colegas (2009) utilizaram primers universais para gerar sequências 
barcode de 645pb de 23 espécies, de cinco famílias de vertebrados, contribuindo para a 
base de dados do Barcode, assim como testar se uma pequena região do gene COI é 
realmente distinta entre mamíferos, caçados na África e América do Sul, e espécies de 
répteis. Hubert e colegas (2008), através do grau de divergência entre espécies no gene 
COI e utilizando peixes de água doce, discriminaram a fauna canadiana. Naro-Maciel e 
colegas (2009) sequenciaram um segmento do gene COI de sete espécies de tartarugas 
marinhas das bacias do Atlântico e Pacífico, de forma a obterem barcodes de ADN e 
verificarem a variação intra-específica entre tartarugas verdes. Wong e Hanner (2008) 
identificaram através de barcodes de ADN, alimentos provenientes do mar, cortados e 
congelados em supermercados, de modo a autenticar e certificar os produtos. Amaral e 
colegas (2007) testaram a eficiência do gene COI na separação de taxa estreitamente 
relacionados, através da análise e identificação de sequências de espécies do género 
Stenella, Tursiops e Delphinus.  
  
 
1.5 Colecções de referência 
 
A diversidade biológica de cada país é uma fonte natural valiosa e vulnerável. A 
identificação e estudo biológico das espécies estão entre os primeiros passos para 
proteger e beneficiar a biodiversidade. O conhecimento sobre a biodiversidade e a 
capacidade de identificar organismos que dela advém são bens públicos globais.  
Uma correcta identificação genética de vestígios biológicos depende, em grande 
parte, da existência de colecções de referência, que permitem a autenticação da 
identificação. Estas colecções podem ser constituídas por objectos (p.e. ossos, 
exemplares animais ou vegetais, …) ou dados extraídos destes objectos (p.e. medidas, 
sequências ADN, composição química, …).  
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As colecções de referência compostas por objectos estão, na maioria dos casos, 
depositadas em instituições públicas. O material pode ser acedido pelo público 
especializado e geralmente implica deslocação física à instituição detentora da mesma. 
Em contrapartida, devido aos avanços tecnológicos na área da manutenção e 
distribuição de informação, através da internet, os dados extraídos dos objectos das 
colecções de referência passaram a fazer parte de base de dados públicas e a depender 
da natureza destes dados, possibilitar acesso diferenciado ao público geral e ao público 
especializado. 
 
1.5.1 Colecções de História Natural 
As colecções de história natural em museus e instituições académicas contêm uma 
riqueza de espécimes que podem ser usados para construir uma biblioteca de referência 
de ADN. Muitas espécies e populações que se encontram ameaçadas ou extintas 
possuem exemplares depositados em colecções de história natural, possibilitando o 
estudo da diversidade genética existente antes da influência humana e consequentes 
alterações ambientais (Wandeler et al. 2007). 
Neste contexto, os Museus de História Natural constituem espaços privilegiados de 
investigação em diversas áreas das ciências biológicas. Esse papel crucial deve-se 
essencialmente ao facto de constituírem repositórios de diversidade biológica, tornando-
os enormes bibliotecas de informação dos organismos da Terra. Por outro lado, o facto 
das colheitas se estenderem ao longo de diversas décadas, introduz nas colecções 
biológicas dos Museus uma perspectiva histórica, que permite reconstruir uma 
“memória ecológica”, nalguns casos secular, de objectos, padrões e processos naturais. 
Este aspecto ganha particular relevância na actualidade, quando se assiste a um ritmo 
crescente de extinção das espécies. 
Com a expansão das técnicas moleculares, as colecções históricas tornaram-se 
amplamente utilizadas para estudos populacionais e evolutivos. Uma grande parte dos 
estudos publicados até à data, e que utilizaram amostras de colecções de história natural, 
analisam a diversidade genética passada e recente de populações ameaçadas (Wandeler 
et al. 2007). No entanto, o ADN extraído desse material histórico é geralmente bastante 
degradado e pode ser afectado pelos métodos de preservação, por exemplo devido a 




1.5.2. Base de Dados Públicas  
Na generalidade dos casos, a identificação de uma sequência de ADN, de origem 
desconhecida, é realizada através da comparação com sequências conhecidas que se 
encontram disponíveis em base de dados públicas. Por comparação, estas sequências de 
referência indicam a percentagem de similaridade existente entre a sequência 
desconhecida e as armazenadas na base de dados. Desta forma, podemos confirmar ou 
ter uma indicação aproximada da identificação taxonómica e da região do genoma da 
sequência utilizada na pesquisa. 
As bases de dados públicas mais utilizadas são a NCBI (National Center for 
Biotechnology Information), o EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e o 
ENA (European Nucleotide Archive). Para as espécies que estão bem representadas 
nessas bases de dados públicas, é comum encontrar uma sequência com alta 
similaridade entre a amostra desconhecida e sua referência.  
O estabelecimento de perfis de ADN na investigação forense de animais selvagens 
tem sido limitado pelo número de sequências de referência de acesso público, 
principalmente para as espécies pouco estudadas. O Consórcio Internacional para o 
Código de Barras da Vida (Consortium DNA Barcoding of Life – CBOL) veio contribuir 
significantemente para o preenchimento desta lacuna de informação. A iniciativa tem 
contribuído, não só para o aumento dos dados de referência, mas também na 
padronização dos métodos de recolha destes dados. A nível laboratorial significa, por 
exemplo, utilizar os mesmos marcadores, primers e condições de amplificação por 
diferentes instituições, bem como grupos taxonómicos.  
Os dados oriundos da iniciativa DNA Barcode encontram-se depositados na 
plataforma informática BOLD (Barcode of Life Data System – www.barcodinglife.org). 
Para além das funções de base de dados, o BOLD também possui ferramentas 
bioinformáticas que auxiliam na gestão, controlo de qualidade e análise de dados 
submetidos, fornecendo um veículo para a colaboração entre comunidades de 







1.6 Analogias entre ADN de colecções de História Natural e de cenários forenses 
 
Em células vivas, a integridade das moléculas de ADN é continuamente mantida por 
processos enzimáticos de reparação. Após a morte de um organismo, compartimentos 
celulares que normalmente sequestram enzimas catabólicas cessam a sua actividade e, 
como consequência, o ADN é rapidamente degradado por enzimas lisossomais, como as 
nucleases (Zimmerman et al. 2008). Além disso, no processo de decomposição da 
amostra biológica, a molécula de ADN é sujeita à acção de bactérias e fungos que 
aceleram a degradação das moléculas. No entanto, após a morte, não existem processos 
de reparação celular e, portanto, os danos acumulam-se progressivamente até que o 
ADN perde a sua integridade e se decompõe, com perda irreversível da informação da 
sequência de nucleótidos (Pääbo et al. 2004).  
O sucesso dos perfis de ADN a partir de amostras forenses é largamente dependente 
da qualidade e da quantidade de ADN que é recuperado a partir da amostra em questão. 
O ADN extraído das colecções de história natural é geralmente bastante degradado e, 
além disso, na maioria dos espécimes antigos, qualquer ADN que esteja preservado, 
está presente apenas em pequenas quantidades. Igualmente, os métodos de preservação 
dos exemplares podem afectar negativamente a capacidade de extrair, amplificar e 
sequenciar o ADN (Köchl et al. 2005). 
Apesar de, em casos forenses, geralmente se trabalhar com ADN de vestígios 
biológicos mais frescos, ou seja, com menor idade que os exemplares de colecções 
museológicas, existem características que permitem analogias entre estas amostras 
biológicas. Como o facto do ADN de um cenário forense também existir em pouca 
quantidade e, na maioria dos casos, as amostras apresentarem moléculas de ADN 
degradado. Estas analogias tornam as colecções de história natural uma fonte ideal de 







Entre as análises genéticas realizadas no âmbito de uma investigação forense, o 
presente trabalho debruçou-se sobre a identificação genética de espécies, nomeadamente 
de vestígios biológicos animais, não humanos. Para tal, foram testados e aplicados 
protocolos laboratoriais que viabilizassem a amplificação de genes do ADN 
mitocondrial. Foram utilizadas amostras biológicas de mamíferos e aves da fauna 
portuguesa extraídas de exemplares da Colecção de Mamíferos e da Colecção de Aves 
“Museu Bocage” do Museu Nacional de História Natural da Universidade de Lisboa e 
da Colecção de Mamíferos da Estação Biológica de Doñana (EBD), Sevilha.  
Utilizando amostras de colecções de história natural como fonte de ADN degradado 
pretendeu atingir os seguintes objectivos específicos: 
 
1) Aquisição de experiência técnica - A manipulação de material degradado, 
permite ganhar destreza no emprego das técnicas de extracção e amplificação de ADN 
em qualquer tipo de amostra biológica e em diferentes estados de conservação. As 
competências técnicas adquiridas podem ser utilizadas não só nos estudos da Biologia e 
Genética Forense, mas também noutros estudos que envolvam genética molecular; 
 
2) Teste de Protocolos - Existem poucas publicações científicas que contenham 
protocolos de validação das análises feitas com vestígios biológicos não humanos para 
aplicação forense. Ao utilizar amostras de colecções de história natural como fonte de 
ADN degradado, pretende-se contribuir para a optimização de protocolo de extracção e 
amplificação de material com características que remetem a um cenário forense; 
 
3) Contribuição para base de dados genéticos – A utilização de material 
biológico de exemplares taxonomicamente identificados, representa uma grande valia 
na construção de colecções de referência com base de dados genéticos a elas associada. 
O presente estudo pretende contribuir para iniciativas internacionais de agregação de 
informação genética que possibilite a identificação de espécies, nomeadamente o 
Consórcio Internacional para o Código de Barras da Vida (Consortium DNA Barcoding 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Tipos de amostra 
 
Neste trabalho foram utilizados vários tipos de material biológico (pele, músculo, 
ossos e penas) provenientes de 112 amostras (52 mamíferos e 60 aves) (Tabela 1). Estas 
amostras foram recolhidas e preservadas em diferentes condições e a identificação 
taxonómica foi realizada pelo respectivo colector ou curador da colecção tendo por base 
as características morfológicas. 
Dependendo da sua origem e condição de preservação, as amostras foram 
classificadas em dois tipos: amostras frescas e amostras de colecção.  
 
Tabela 1. Tipo e número de amostras utilizadas, ano de captura e respectiva condição de preservação. 
N – número de indivíduos 
N. D. – não determinado 
 
3.1.1 Amostras frescas 
 Foram consideradas como “amostras frescas” todo o material biológico (pele, 
músculo, ossos e penas) retirado de espécimes provenientes de projectos científicos 
desenvolvidos no MNHN, bem como de espécimes doados por instituições ou 
particulares e que não foram sujeitos a tratamento químico para a sua preservação. Na 
generalidade, estes espécimes foram capturados mais recentemente e encontram-se em 
condições de fornecer ADN de boa qualidade “ADN fresco”. 
As amostras frescas de tecidos de aves (MB82) (Figura 1) e mamíferos (MB81), 
utilizadas neste estudo, encontram-se preservadas em etanol absoluto pró-análise 
(Merck). Estas amostras foram retiradas dos animais doados e que, até serem sujeitos a 
tratamento taxidérmico, estavam preservados a -20ºC. As amostras biológicas destes 
exemplares fazem parte da Colecção de Tecidos e ADN ”Museu Bocage”, no âmbito do 
Tipo N Ano de captura Descrição da condição de preservação 
Tecido fresco 40 1988-2009 Conservados a -20ºC e depois em tubos com etanol 
Tecido colecção 23 1969-1981 Peles secas em tubos sem meio líquido 
Ossos frescos 2 2010 Recolhidos no campo e mantidos em plásticos 
Ossos de colecção 3 N.D. Sala de colecção 
Penas frescas 25 2009-2010 Envelopes em caixas com sílica-gel  
Penas de colecção 19 1978-2008 Sala de colecção 
 projecto ARCA (PTDC/BIA
Silveira.  
Figura 1. Material biológico (músculo) preservado em etanol absol
retirada de um exemplar de Falco naumanni
de Tecidos e ADN “Museu Bocage” do MNHN.
As amostras frescas de ossos foram recolhidas em zonas de pastoreio, pela au
presente tese e pertencem ao género 
a uma esterilização com Hipoclorito de Sódio a 0.5% e lavagem com água destilada, tal 
como descrito por Ye e colegas (2004). Depois do tratamento as amostras fo





Figura 2. Material biológico (osso) pertencente a um animal do género 
 
As amostras frescas de penas foram recolhidas em várias localidades, por 
colaboradores do MNHN. As penas são oriundas de espécies domésticas e selvagens e 
algumas das amostras não possuem identificação taxonómica. As penas estão 






Figura 3. Material biológico (pena) retirado de um exemplar de 
-QOR/71492/2006) coordenado pela Dra. Cristiane Bastos
 
uto pró-análise. Esta amostra foi 
 (peneireiro-das-torres) e encontra-se depositada na Colecção 
 
 













3.1.2 Amostras de colecção 
 Foram consideradas “amostras de colecção” todo o material biológico (pele, 
músculo, ossos e penas) que, originalmente, não foi preservado com o objectivo de 
fornecer ADN. Estas amostras foram retiradas de espécimes de colecções biológicas 
mantidas no MNHN, ou outras instituições, e foram geralmente sujeitas a tratamento 
taxidérmico. Por se tratar de material antigo e sujeito a tratamento químico o ADN 
extraído destas amostras (ADN antigo) é geralmente bastante fragmentado e de má 
qualidade. 
As amostras de pele dos espécimes do género Microtus (ratos do campo) foram 
extraídas da Colecção de Mamíferos da Estação Biológica de Doñana (EBD), Sevilha, e 
guardadas num tubo sem qualquer meio líquido e num lugar seco (Figura 4).  
 
Figura 4. Material biológico (pele) retirado de um exemplar de Microtus lusitanicus (Rato-cego) 
depositado na Colecção de Mamíferos da Estação Biológica de Doñana, Sevilha. 
 
No presente trabalho foram ainda utilizadas amostras da pele de um exemplar de 
Eliomys quercinus (leirão) e tecido muscular envolvendo dentes de exemplares de 
Phocoena phocoena (boto) (Figura 5). Estes espécimes pertencem à Colecção de 







Figura 5. Tecido muscular envolvendo dentes de um exemplar de Phocoena phocoena (boto) depositado 
na Colecção de Mamíferos ”Museu Bocage”. 
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As amostras de ossos pertenciam a espécimes de Genetta genetta (geneta) da 
Colecção de Mamíferos “Museu Bocage (Figura 6). As amostras foram mantidas em 
sacos plásticos fechados e guardadas em lugar seco.  
 
 
Figura 6. Material biológico (osso) pertencente a um exemplar de Genetta genetta (geneta) depositado na 
Colecção de Mamíferos “Museu Bocage”. 
 
As amostras de penas foram retiradas de exemplares pertencentes à Colecção de 
Aves “Museu Bocage”. As penas foram mantidas individualmente em envelopes que 






Figura 7. Material biológico (pena) pertencente a um exemplar de Alectoris rufa (perdiz) depositado na 





O ADN total (ADNn e ADNmt) foi extraído através de três métodos: Fenol-
Clorofórmio, kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) e Sílica. Devido às 
condições de preservação de algumas amostras, os protocolos de extracção sofreram 





Tabela 2. Método de extracção utilizado em cada tipo de amostra e respectivas alterações ao protocolo. 
N – número indivíduos 




Para este método foi utilizado um protocolo adaptado de Sambrook et al (1989). A 
descrição detalhada do mesmo encontra-se no Anexo I. Este método foi aplicado na 
extracção de ADN de amostras frescas (tecidos, ossos e penas) e amostras de colecção 
(tecidos e penas). 
 
3.2.1.1 Pré-lavagem e hidratação de tecidos secos 
As amostras de tecido de colecção que foram preservadas utilizando químicos (p.e. 
arsénico, borax) foram sujeitas a um protocolo de lavagem e hidratação que antecedeu a 
extracção de ADN. O protocolo seguido neste trabalho foi adaptado de Moraes-Barros 
& Morgante (2007) e encontra-se descrito no Anexo II.  
 
3.2.1.2 Digestão 
A digestão celular foi realizada através de incubação das amostras overnight a 37ºC, 
utilizando Proteinase K (Merck), tampão Tris e detergente SDS (Anexo I). Quando se 
verificou que as amostras não estavam totalmente digeridas foi-lhes aumentada a 
temperatura de digestão de 37ºC para 55ºC até digestão total. 
 
 
Tipo de Amostras Método de Extracção N Alteração 
Tecido fresco 
Fenol-Clorofórmio 40 Sem alteração 
Kit DNEasy 12* Aumento na temperatura de digestão 
Tecido de colecção 
Fenol-Clorofórmio 13 Lavagem e hidratação; aumento na temperatura de digestão  
Fenol-Clorofórmio 8 Aumento na temperatura de digestão 
Kit DNEasy 2 Aumento na temperatura de digestão 
Ossos frescos Fenol-Clorofórmio 2 Aumento temperatura de digestão 
Ossos de colecção Sílica 3 Aumento temperatura de digestão 
Penas frescas 
Fenol-Clorofórmio 13 Aumento temperatura de digestão 
Kit DNEasy 12 Aumento temperatura de digestão 
Penas de colecção Fenol-Clorofórmio 10 Aumento temperatura de digestão 
Kit DNEasy 9 Aumento temperatura de digestão 
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3.2.2 DNeasy Blood & Tissue Kit 
Este método foi aplicado na extracção de ADN de amostras frescas (tecidos e penas) 
e amostras de colecção (tecidos e penas). A descrição detalhada do protocolo encontra-
se no Anexo III. Tal como no método do Fenol-Clorofórmio, a etapa da digestão 
também foi modificada, nomeadamente em amostras de consistência mais rígida como o 
cálamo das penas e tecidos duros ou secos. 
 
3.2.3 Sílica 
Este protocolo foi aplicado na extracção de ADN de ossos de colecção. Após a 
obtenção de pó do osso de uma zona pouco visível, através da perfuração com um mini-
berbequim (M.9150 pg®), para não danificar o modelo, este foi devolvido à Colecção. 
A descrição detalhada do protocolo empregue encontra-se no Anexo IV.  
 
 
3.3 Verificação da qualidade e quantidade do ADN extraído 
 
Para verificar a qualidade do ADN extraído, 2µl de ADN foram misturados com 2µl 
de 1X DNA Loading Dye (Fermentas) e sujeitos a electroforese em gel de Agarose a 1% 
(em ½ x TE), a 100-120V. Juntamente com o ADN, foram igualmente sujeitos a 
electroforese, uma amostra de 2µl λDNA a 50ng/µl e 2µl de GeneRuler™ 100 bp Plus 
DNA Ladder (Fermentas). Apesar desta metodologia permitir verificar a quantidade de 
ADN extraído por comparação com a intensidade da banda de λDNA, a técnica foi 
igualmente usada para avaliar a qualidade do ADN extraído através da visualização de 
bandas definidas ou de arrastamento, O tamanho das bandas pôde ser estimado por 
comparação com os fragmentos conhecidos do Ladder (Figura 8). 
 
Figura 8. Imagem do GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fonte: Fermentas). 
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Com o objectivo de se quantificar o ADN, utilizou-se o espectrofotómetro de 
densidade óptica Nanodrop (ND-1000 UV/Vis – Thermo Scientific). Para além da 
concentração de ADN este aparelho permite-nos determinar a pureza do ADN através 
da razão de absorvância 260/280nm, sendo ≈ 1.8 o valor referência para ADN “puro”, 
ou seja livre de contaminações (Anonymous 2006). A leitura da quantificação foi 
realizada utilizando apenas 1µl de ADN extraído das amostras.  
 
3.4 Amplificação e Visualização 
A identificação de espécies foi feita recorrendo à amplificação dos genes 
mitocondriais Citocromo Oxidase I e Citocromo b. Os primers utilizados encontram-se 
na Tabela 3.  
 
Tabela 3. Primers utilizados neste trabalho, respectiva referência, gene e sequência 
*Estes primers possuem uma cauda (tail) de primers universais, respectivamente M13-FP e M13R-pUC(-40). 
 
3.4.1 Citocromo Oxidase I 
Na identificação de mamíferos e aves foram utilizados primers retirados do projecto 
Barcode (www.barcodinglife.com). Para mamíferos foi utilizado o par VF1/VR1 e para 






















Kocher et al. 1989 
 
Jaarola & Searle 2002 
 
Kocher et al. 1989 
 
Hebert et al. 2004* 
 
Hebert et al. 2004* 
  
Ivanova et al. 2006* 
 
Ward et al. 2005* 
 
Simon et al. 2004 
 
Simon et al. 2004 
 
Messing  1983 
 













































espécies de roedores o par RonM/NancyM. No caso das aves foi utilizado o par 
BirdF1/COIbirdR2 (Tabela 3).  
Dois pares de primers foram utilizados com uma cauda (M13-FP e M13R-pUC), 
correspondente a primers universais que optimizam a sequenciação. Foram eles o par 
VF1_t1/VR1_t1 (Ivanova et al. 2007) e o par BirdF1_t1/COIbirdR2_t1 (este trabalho). 
Por vezes, dado o número elevado de espécies e a universalidade dos primers, foi 
necessário encontrar a temperatura óptima de annealing durante as primeiras tentativas 
de amplificação. Sendo assim, foram efectuadas reacções da PCR em gradiente num 
intervalo de temperaturas que incluísse a temperatura de cada par de primers indicada 
em trabalhos publicados (Hebert et al. 2004, Ivanova et al. 2007, Pfunder et al.2004). A 
escolha criteriosa da temperatura de annealing permite que os primers se liguem à 
sequência-alvo com elevada especificidade.  
Num volume final de 25µl de reacção, a mix da PCR foi constituída por 5µl de 1X 
Tampão (fornecido com a Taq), 2.5µl de 2.5mM MgCl2 (fornecido com a Taq), 2.0µl de 
0.2mM dNTPs (ABgene), 0.25µl de 0.1µg BSA (New England Biolabs), 0.3µl de cada 
0.3µM primer (Stabvida), 0.25µl de 1.25U GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) 
e 2.0µl de 50ng/µl ADN. Para amostras com menos de 50ng/µl de ADN foram 
utilizados 5µl de ADN template para a reacção da PCR.  
Nos casos em que houve insucesso na amplificação dos genes, foi utilizada uma taq 
polimerase alternativa, mais resistente a um maior número de ciclos na reacção da PCR. 
Para tal, utilizámos a AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystems) na 
seguinte composição de mix: 2.5µl 1X Tampão II (fornecido com a Taq), 2.5µl de 
2.5mM MgCl2, 2.0µl de 0.2mM dNTPs, 0.5µl de 0.1µg BSA, 0.3µl de cada 0.3µg 
primer, 0.2µl de 1U AmpliTaq Gold® DNA Polymerase e 5µl de 50ng/µl ADN.  
As condições da PCR para COI consistiram numa desnaturação inicial a 95ºC por 5 
min., seguida 35 ciclos de 94ºC por 1 min., 50ºC por 1 min. e 72ºC por 1 min., 
finalizando com uma extensão final de 10 min. a 72ºC. Aquando da utilização da 
AmpliTaq Gold® o número de ciclos do annealing foi aumentado para 45 ou 50.  
 
3.4.2 Citocromo b 
Na amplificação do gene cyt b utilizaram-se primers cujas condições já estavam 
estabelecidas no laboratório e apenas para identificação de espécies de mamíferos. Foi 
utilizado o par de primers L14841/H15149 e o par L14727-SP/H15149 (Tabela 3). 
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Num volume final de 25µl de reacção, a mix da PCR continha 5µl de 1X Tampão, 
2.5µl de 2.5 mM MgCl2, 2.0µl de 0.2mM dNTPs, 0.5µl de de 0.1µg BSA, 0.3µl de cada 
0.3µM primer, 0.2 µl de 1.25U GoTaq® Flexi DNA Polymerase e 2µl de 50ng/µl ADN. 
Para amostras com baixa concentração de ADN, aumentou-se o volume de 2 µl para 5µl 
de ADN. Igualmente nos casos em que houve insucesso de amplificação, foi utilizada a 
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase nas condições já descritas para COI.  
As condições da PCR para Cyt b consistiram numa desnaturação inicial a 95ºC por 5 
min., seguida de 35 ciclos a 95ºC por 1 min., 50ºC por 1min. e 72ºC por 1min., 
finalizando com uma extensão final de 10 min. a 72ºC. Aquando da utilização da 
AmpliTaq Gold® o número de ciclos do annealing aumentou para 45 ou 50.  
Todas as reacções da PCR foram realizadas no termociclador MyCycler (Bio-Rad). 
Os produtos da PCR foram visualizados através da electroforese de 4µl de produto PCR 
de cada amostra e 2µl de 1X Loading Dye, segundo as condições descritas no ponto 3.3. 
No primeiro poço de cada linha do gel foi adicionado 2µl de GeneRuler™ 100 bp Plus 
DNA Ladder de modo a inferir o tamanho aproximado do fragmento amplificado.  
 
3.5 Sequenciação e Alinhamento 
 
Os produtos da PCR que correspondiam ao fragmento esperado foram purificados 
utilizando o método ExoI/FastAP (Exonuclease I/Alkaline Phosphatase) (Fermentas), 
cuja mix consistiu em 2.5µl de 10X Buffer FastAP, 0.5µl de 20U/µl ExoI e 1µl de 1U 
FastAP. A reacção de purificação foi sujeita a uma incubação 15 min a 37ºC e uma 
inactivação por igual período de tempo a 85ºC no termociclador.  
Os produtos da PCR purificados foram sequenciados pela empresa Macrogen Inc. na 
Coreia do Sul. Para a sequenciação do gene COI foram utilizados os primers M13-FP e 
M13R-pUC(-40). Para a sequenciação do gene Cyt b foram utilizados os mesmos 
primers da amplificação.   
As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o módulo ClustalW e editadas 
manualmente através do software BioEdit (v.7.0.5.3). As sequências consensus 
originadas do alinhamento foram submetidas ao módulo de procura Blast no site do 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Através deste módulo é possível comparar, por 
similaridade, as sequências submetidas com as sequencias armazenadas na base de 
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dados pública, o GenBank. As sequências consensus do gene COI foram ainda 






4.1 Extracção e quantificação do ADN 
 
Foram extraídas 112 amostras de ADN utilizando os métodos do Fenol-Clorofórmio, 
DNeasy Blood & Tissue Kit e Sílica (Tabela 2).   
A integridade do ADN de todas as amostras foi visualizada através da morfologia das 
bandas de ADN após electroforese em gel de agarose. As amostras frescas geralmente 
possuíam bandas definidas. Algumas amostras apresentaram arrastamento das suas 
bandas indicando o estado de fragmentação do ADN. O estado degradado do ADN foi 
detectado em todos os tipos de amostras utilizadas em nosso estudo. Igualmente, em 
algumas amostras não foi visualizada a banda da ADN (Figura 9) 
 
 
Figura 9. Imagem de um gel de agarose com bandas de ADN extraído de vários tipos de amostras. É 
possível visualizar bandas definidas (5), arrastamentos (4) ou ausência de bandas (4). A disposição no gel 
é a que se segue: Ladder (1), ADN de tecidos frescos (2,3), ADN de tecidos conservados (4,5), ADN de 
ossos frescos (6,7), ADN de ossos de colecção (8,9), ADN de penas frescas (10,11) e ADN de penas de 
colecção (12,13). 
 
O intervalo dos valores de concentração de ADN obtidos através do Nanodrop, 
encontram-se na Tabela 4. A análise dos mesmos permite verificar que as amostras 
frescas de tecidos e penas têm geralmente mais ADN (ng/µl) do que as amostras de 
colecção, tendo os ossos fornecido os valores mais baixos de ADN. Ao analisar o tipo 
de extracção e a concentração de ADN podemos observar que, excepto no caso dos 







Tabela 4. Tipo de amostra, método de extracção, respectivo intervalo de concentração e intervalo de 
pureza. 
Tipo de amostra Método de extracção Intervalo de concentração (ng/µl) 
Intervalo de pureza 
260/280 (nm) 
Tecidos frescos Fenol-Clorofórmio 1654,29 - 26,23 2,05 – 1,23 
Tecidos frescos Kit DNEasy 756,36 – 90,09 2,07 – 1,53 
Tecidos de colecção Fenol-Clorofórmio 340,80 – 33,82 1,89 – 1,59 
Tecidos de colecção Kit DNEasy 74,21 – 6,00 1.68 – 1.4 
Ossos frescos Fenol-Clorofórmio 15,80 – 3,75 1,29 – 1,08 
Ossos colecção Silíca 79,36 – 61,35 2,93 – 2,38 
Penas frescas Fenol-Clorofórmio 1299,71 - 17,97 2,16 – 1,06 
Penas frescas Kit DNEasy 756,57 – 15,93 2,19 – 1,09 
Penas colecção Fenol-Clorofórmio 178,19 – 1,54 2,11 – 1,44 
Penas colecção Kit DNEasy 22,44 – 1,25 2,22 – 1,33 
 
Os valores obtidos pela razão entre as absorvâncias 260nm e 280nm indicam a 
pureza da amostra (pura ≈1,8). Verificou-se que os valores mais altos (>1.8) obtiveram-
se em amostras extraídas com o kit DNeasy, enquanto que os valores mais baixos (<1.8) 
registaram-se nas amostras extraídas com fenol-clorofórmio, o que pode revelar a 




4.2 Amplificação e Optimização 
 
4.2.1 Mamíferos 
Para amplificação de ADN de mamíferos, foram utilizadas 52 amostras frescas e de 
colecção (tecidos e ossos) pertencentes a 16 espécies (Tabela 5). 
 
4.2.1.1 Tecido fresco 
Foram utilizadas 24 amostras para amplificação do gene COI. Estas amostras 
pertencem a 12 espécies: Phoecoena phocoena, Genetta genetta, Sciurius vulgaris, 
Herpestes ichneumon, Galemys pyrenaicus, Erianceus europaeus, Vulpes vulpes, Meles 
meles, Sorex araneus, Sus scrofa, Stenella coeruleoalba e Delphinus delphis.  
Através da PCR em gradiente e utilizando o par de primers VF1_t1/VR1_t1, obteve-
se com sucesso 14 amplificações. As restantes 10 amostras foram sujeitas a optimização 
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através do aumento do volume de ADN na mix do PCR. Esta optimização resultou com 
sucesso em 5 das 10 amostras testadas (Tabela 5).  
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Tabela 5. Tipo de amostra, método de extracção, número de amostras de ADN extraídas, primers utilizados e tamanho do fragmento do gene. Número de amostras sujeitas a 
PCR, respectivo sucesso de sequenciação. Amostras sujeitas a optimização, sucesso e número final de sequências com qualidade. 
 
Tipo de amostras Método de extracção Número de 
amostras 
Primers (Tamanho fragmento em pb) Amostras 























Tecido fresco Fenol-Clorofórmio 24 VF1_t1/VR1_t1 (≈720pb) 24 14 10 5 19 
Tecido colecção 
(c/ lavagem) Fenol-Clorofórmio 13 RonM/NancyM (≈600pb) 6 0 6 0 0 
Tecido de colecção   
(s/ lavagem) 
Fenol-Clorofórmio 8 RonM/NancyM (≈ 600pb) 4 0 4 0 0 VF1_t1/VR1_t1 (≈720pb) 4 2 2 0 2 
Kit DNeasy 2 RonM/NancyM (≈ 600pb) 1 0 1 0 0 







Tecido fresco Fenol-Clorofórmio 24 L14841/H15149 (≈308pb) 24 14 - - 14 
Tecido de colecção 
(c/ lavagem) Fenol-Clorofórmio 13 
L14727-SP/H15149 (≈422 pb) 
13 
2 11 0 2 
L14841/H15149 (≈308 pb) 2 11 0 2 
Tecido  colecção 
(s/ lavagem) Fenol-Clorofórmio 4 L14841/H15149 (≈308 pb) 
 
4 0 4 1 1 
Tecido colecção 
(s/ lavagem) Kit DNeasy 2 2 0 2 0 0 














16 10 5 2 12 
Kit DNeasy 12 9 4 5 0 1 
Penas frescas 
Fenol-Clorofórmio 13 13 5 8 0 4 
Kit DNeasy 12 12 9 3 2 11 
Penas de colecção Fenol-Clorofórmio 11 11 4 7 0 4 Kit DNeasy 8 8 0 8 0 0 
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4.2.1.2 Tecido de colecção 
Foram utilizadas 23 amostras pertencentes a 4 espécies: Eliomys quercinus, Microtus 
duodecimcostatus, Microtus lusitanicus e Phocoena phocoena.  
O ADN extraído dos tecidos de E. quercinus e de P. phocoena foi utilizado para 
amplificar o gene COI de ambas as espécies através de um PCR em gradiente com o par 
de primers VF1_t1/VR1_t1. Apenas duas amostras de P. phoecoena originaram produto 
da PCR, mas com bandas muito fracas. Ainda assim, procedeu-se à sequenciação do 
mesmo, no entanto as sequências geradas não possibilitaram a identificação da espécie 
(Tabela 5).  
Para amplificação do COI de M. duodecimcostatus e M. lusitanicus, procedeu-se a 
um PCR com o par de primers RonM/NancyM, específico para roedores. Foram 
utilizadas 11 amostras de ADN (1 extraída com kit, 6 extraídas com fenol-clorofórmio e 
precedidas de lavagem/hidratação e 4 sem lavagem/hidratação) e não foi possível obter 
nenhum resultado com qualidade para sequenciação (Tabela 5). 
Tendo em conta o estado de degradação do ADN destas amostras, admitiu-se a 
hipótese de que o insucesso na amplificação poderia estar relacionado com o tamanho 
do fragmento COI gerado pela combinação dos primers utilizados neste trabalho 
(≈600pb). Considerando a possibilidade de que o ADN degradado pode fornecer 
sequências mais pequenas, recorreu-se à utilização de combinações de primers que 
permitissem a amplificação de fragmentos com tamanho inferior ao resultante da 
amplificação COI.  
Para testar a nossa hipótese recorremos ao gene mitocondrial Cyt b, que também é 
amplamente utilizado para a identificação de espécies. A escolha deste gene também 
pautou-se na experiência do laboratório, onde foi realizado o presente trabalho, 
nomeadamente com o estudo deste gene nas espécies M. duodecimcostatus e M. 
lusitanicus. As combinações de primers utilizadas (L14727-SP/H15149 e 
L14841/H15149) geraram fragmentos com 422pb e 308pb respectivamente (Tabela 3).  
Foram testadas 21 amostras cujo ADN foi extraído utilizando diferentes métodos 
(Tabela 5). Obtiveram-se 2 amplificações com fragmento de 422pb e 2 com fragmento 
308pb (Tabela 5), que corresponderam a 2 indivíduos. As amostras sem sucesso de 
amplificação foram alvo de optimização através do aumento de número de ciclos da 
PCR de 35 para 45, assim como do uso de AmpliTaq Gold®. Como se obtiveram 
apenas algumas bandas fracas, repetiu-se a optimização para essas mesmas amostras, 
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mas desta vez aumentando o número de ciclos para 55. Apenas uma amostra amplificou 
com sucesso (Tabela 5). 
Com base nos resultados obtidos considerámos a hipótese de que estas combinações 
de primers funcionariam noutros mamíferos. Assim sendo, utilizou-se o par de primers 
que gerou o menor fragmento para amplificar o Cyt b (L14841-H15149 / 368 pb). 
Foram usados ADN de tecidos frescos já usados anteriormente para amplificar o COI. 
Obtiveram-se 14 amplificações com sucesso, em 24 possíveis, sendo que 12 delas são 
amostras também amplificadas com sucesso para COI (Tabela 5).  
 
4.2.1.3 Ossos frescos 
O ADN de 2 amostras de ossos de animais de pastorícia foi utilizado para 
amplificação do Cyt b, através dos primers L14841/H15149, mas sem qualquer sucesso 
(Tabela 5).   
 
4.2.1.4 Ossos de colecção 
Foram utilizados ADN de 3 amostras de ossos de colecção, identificados como 
pertencendo a Genetta genetta. Utilizou-se a combinação de primers VF1_t1/VR1_t1 e 
não se obteve nenhum sucesso de amplificação (Tabela 5). 
Para qualquer tipo de ossos, frescos ou colecção, não foi possível proceder-se a 




Para a amplificação do ADN de aves, foram utilizadas 60 amostras frescas e de 
colecção (tecidos e penas) pertencentes a 23 espécies (Tabela 5). 
 
4.2.2.1 Tecidos frescos 
Foram utilizadas 16 amostras (extraídas pelo método do fenol-clorofórmio) para 
amplificação do gene COI (Tabela 5). Estas amostras pertencem a 8 espécies: 
Calonectris diomedea, Accipiter nisus, Cyanopica cyanus, Falco naumanni, Passer 
domesticus, Oceanodroma castro, Buteo buteo e Larus michahellis. Através de um PCR 
em gradiente, utilizando o par de primers BirdF1_t1/COIbirdR2_t1, obteve-se com 
sucesso 10 amplificações. As restantes 5 amostras foram sujeitas a optimização através 
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do aumento do volume de ADN na mix da PCR e obtiveram-se 2 amplificações com 
sucesso.  
Nove das doze amostras, pertencentes as espécies acima referidas e extraídas com kit 
DNeasy, foram sujeitas a amplificação do COI através de um PCR em gradiente com o 
par de primers VF1_t1/VR1_t1. Obteve-se com sucesso 4 amplificações entre as 9 
amostras. No entanto apenas uma amostra foi enviada para sequenciação. As restantes 5 
amostras foram sujeitas a optimização através do aumento do volume de ADN na mix 
do PCR. Esta optimização não resultou em sucesso de amplificação (Tabela 5).  
 
4.2.2.2 Penas frescas 
Foram utilizadas 25 penas, sendo 18 pertencentes a 8 espécies identificadas 
taxonomicamente como: Gallus gallus, Nymphicus hollandicus, Caprimulgos 
europaeus, Tyto alba, Strix aluco, Alectoris chukar, Numida meleagris e Columba livia.  
Sete penas não possuíam identificação taxonómica.  
Das 13 amostras extraídas com fenol-clorofórmio e utilizando-se o par de primers 
BirdF1-t1/COIbirdR2-t1, obteve-se 5 amplificações com sucesso (só 4 foram enviadas 
para sequenciação). Das 12 penas extraídas com kit DNeasy, amplificou-se com sucesso 
9. Três amostras foram sujeitas a optimização através da utilização da AmpliTaq Gold® 
e do aumento do número de ciclos da PCR. Como resultado obteve-se, com sucesso, 2 
amplificações (Tabela 5).  
 
4.2.2.3 Penas de colecção 
Foram utilizadas 19 penas de colecção pertencentes a 14 espécies: Philomachus 
pugnax, Calidris alpina, Lanius meridionalis, Coracias garrulus, Alectoris chukar, 
Sturnus unicolor, Passer domesticus, Vanellus vanellus, Calonectris diomedea, Tyto 
alba, Morus bassanus, Accipiter gentilis, Buteo buteo e Numenius arquata.  
Das 11 amostras extraídas com fenol-clorofórmio, e através de um PCR em gradiente 
utilizando o par de primers BirdF1_t1/COIbirdR2_t1, obtiveram-se 4 amplificações 
com sucesso. Foi realizada uma optimização com aumento de número de ciclos de 35 
para 45 e utilização de AmpliTaq Gold®, mas sem sucesso. Das 8 penas extraídas com 
kit DNeasy não se obteve qualquer amplificação mesmo após optimização utilizando 






Todas as sequências obtidas foram comparadas com as sequências existentes no 
GenBank para se confirmar a identificação taxonómica. As sequências amplificadas 
para COI foram ainda comparadas com sequências na base de dados BOLD com o 
mesmo objectivo.  
 
4.3.1 Mamíferos 
Foram obtidas 25 sequências, 12 do gene COI e 13 do gene Cyt b cuja 
correspondência entre as sequências geradas no presente trabalho e as bases de dados 
públicas permitiu uma correcta identificação das espécies (Tabela 6). 
Um total de 15 sequências (9 de COI e 6 de Cyt b) demonstraram discordância ou 
apresentaram problemas relativamente à sua identificação taxonómica (Tabela 8). No 
caso da Genetta genetta e do Herpestes ichenumon não se conseguiu uma 
correspondência com as sequências no GenBank e no BOLD porque não existem 
sequências de COI disponíveis para estas espécies nas referidas bases de dados. No caso 
da Genetta genetta a similaridade mais elevada foi com a espécie Prionailurus 
viverrinus (85%). No caso do Herpestes ichenumon a máxima identidade (88%) foi com 
a espécie Herpestes javanicus. 
No caso dos tecidos de colecção de Phocoena phocoena não se obteve similaridade 
com sequências desta espécie. No GeneBank, apenas quando modificamos a restrição 
de procura “sequências altamente similares” (highly similar sequences) para 
“sequências com alguma similaridade” (somewhat similar sequences) verificámos uma 
similaridade de 80% com sequências de Aspergillus flavus e A. oryzae. Este resultado 
evidencia uma provável contaminação da amostra com fungos, provavelmente devido as 
condições de conservação. 
No caso das espécies de cetáceos do género Stenella, Delphinus e Tursiops foi 
revelador da dificuldade em se separar taxons estreitamente relacionados. No caso de 
As espécies Delphinus delphis e Stenella coeruleoalba apresentaram 99% de máxima 
similaridade com sequências da espécie Tursiops truncatus. 
Também pela proximidade taxonómica, a sequência de Cyt b de Vulpes vulpes foi 
identificada como Canis familiaris. Provavelmente devido ao tamanho do fragmento 
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gerado pelo presente trabalho (346pb), onde poderão estar representadas as zonas mais 




Tabela 6. Espécies de mamíferos utilizadas e identificadas morfologicamente, temperatura de annealing, gene amplificado, primers e condição de mix utilizada, identificação 
no GenBank/BOLD e tamanho do fragmento obtido, e cuja correspondência com as sequências das bases de dados permitiu uma correcta identificação. 
Identificação morfológica 
das espécies ID Sample 
Temperatura 
de annealing Gene Primers 
Condição 
da Mix 




Phocoena phocoena MB81-000001 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Phocoena phocoena 717 pb 
Delphinus delphis MB81-000003 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Delphinus delphis 712 pb 
Scirius vulgaris MB81-000006 55 COI VF1_t1/VR1_t1 * Scirius vulgaris 721 pb 
Vulpes vulpes MB81-000010 57 COI VF1_t1/VR1_t1 * Vulpes vulpes 692 pb 
Meles meles MB81-000011 46 COI VF1_t1/VR1_t1 ** Meles meles 454 pb 
Sorex araneus MB81-000014 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Sorex araneus 708 pb 
Stenella coeruleoalba MB81-000015 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Stenella coeruleoalba 692 pb 
Sus scrofa MB81-000016 58 COI VF1_t1/VR1_t1 * Sus scrofa 711 pb 
Stenella coeruleoalba MB81-000017 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Stenella coeruleoalba 722 pb 
Delphinus delphis MB81-000019 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Delphinus delphis 719 pb 
Delphinus delphis MB81-000021 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Delphinus delphis 721 pb 
Sciurius vulgaris MB81-000024 54 COI VF1_t1/VR1_t1 * Sciurius vulgaris 721 pb 
Microtus duodecimcostatus EBD-027685 50 Cytb L14727-SP/H15149 ** Microtus duodecimcostatus 416 pb 
Microtus duodecimcostatus EBD-027685 50 Cytb L14841/H15149 ** Microtus duodecimcostatus 380 pb 
Microtus duodecimcostatus EBD-027697 50 Cytb L14841/H15149 ** Microtus duodecimcostatus 366 pb 
Microtus duodecimcostatus EBD-027697 50 Cytb L14727-SP/H15149 ** Microtus duodecimcostatus 422 pb 
Phocoena phocoena MB81-000001 50 Cytb L14841/H15149 ** Phocoena phocoena 357 pb 
Herpestes ichneumon MB81-000005 50 Cytb L14841/H15149 ** Herpestes ichneumon 363 pb 
Sciurius vulgaris MB81-000006 50 Cytb L14841/H15149 ** Sciurius vulgaris 350 pb 
Genetta genetta MB81-000009 50 Cytb L14841/H15149 ** Genetta genetta 343 pb 
Meles meles MB81-000011 50 Cytb L14841/H15149 ** Meles meles 358 pb 
Meles meles MB81-000012 50 Cytb L14841/H15149 ** Meles meles 350 pb 
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Sorex araneus MB81-000014 50 Cytb L14841/H15149 ** Sorex araneus 349 pb 
Sus scrofa MB81-000016 50 Cytb L14841/H15149 ** Sus scrofa 344 pb 
Sciurius vulgaris MB81-000024 50 Cytb L14841/H15149 ** Sciurius vulgaris 351 pb 
Sciurius vulgaris MB81-000025 50 Cytb L14841/H15149 ** Sciurius vulgaris 352 pb 
* Para COI, a reacção de PCR num volume total de 25µl foi constituída por 5µl Tampão, 2.5µl de MgCl2, 2.0µl dNTP’s, 0.25µl, 0.3µl de cada primer, 0.25µl de Taq Polimerase 1U e 2.0µl de ADN. 
** Para CYT B, foi utilizado 5µl de Tampão, 2.5µl de MgCl2, 2.0µl dNTP’s, 0.5µl de BSA, 0.3µl de cada primer, 0.2 de Taq Polimerase 1U e 2.0µl de ADN. Em casos em que se havia quantificado pouco ADN, 















Tabela 8. Espécies de mamíferos utilizadas e identificadas morfologicamente, temperatura de annealing, gene amplificado, primers e condição de mix utilizada, identificação 
no GenBank/BOLD e tamanho do fragmento, cuja correspondência com as sequências das bases de dados não permitiu uma correcta identificação. 
Identificação morfológica 
das espécies ID Sample 
Temperatura 
de annealing Gene Primers 
Condição 
da Mix 




Delphinus delphis MB81-000004 54 COI VF1/VR1 * Cetáceos 710 pb 
Herpestes ichneumon MB81-000005 58 COI VF1/VR1 * Herpestes sp. 715 pb 
Genetta genetta MB81-000008 54 COI VF1/VR1 4 µl Mamíferos 481 pb 
Genetta genetta MB81-000009 54 COI VF1/VR1 * Mamíferos 722 pb 
Genetta genetta MB81-000018 50 COI VF1/VR1 4 µl Mamíferos  483 pb 
Delphinus delphis MB81-000020 54 COI VF1/VR1 * Cetáceos  734 pb 
Stenella coeruleoalba MB81-000022 52 COI VF1/VR1 * Cetáceos  722 pb 
Phocoena phocoena O-Dente144-78 50 COI VF1/VR1 * Sem similaridade (fungos) 569 pb 
Phocoena phocoena O-Musdente-183-79 50 COI VF1/VR1 * Sem similaridade (fungos) 274 pb 
Microtus lusitanicus EBD-004491 50 (55ciclos) Cytb L14841/H15149 + Microtus duodecimcostatus 314 pb 
Delphinus delphis MB81-000003 50 Cytb L14841/H15149 ** Tursiops truncatus 353 pb 
Delphinus delphis MB81-000004 50 Cytb L14841/H15149 ** Tursiops truncatus 343 pb 
Vulpes vulpes MB81-000010 50 Cytb L14841/H15149 ** Canis familiaris 346 pb 
Delphinus delphis MB81-000020 50 Cytb L14841/H15149 ** Tursiops truncatus 337 pb 
* Para COI, a reacção de PCR num volume total de 25µl foi constituída por 5µl Tampão, 2.5µl de MgCl2, 2.0µl dNTP’s, 0.25µl, 0.3µl de cada primer, 0.25µl de Taq Polimerase 1U e 2.0µl de ADN. 
** Para CYT B, foi utilizado 5µl de Tampão, 2.5µl de MgCl2, 2.0µl dNTP’s, 0.5µl de BSA, 0.3µl de cada primer, 0.2 de Taq Polimerase 1U e 2.0µl de ADN. Em casos em que se havia quantificado pouco ADN, 
aumentou-se o volume deste na reacção para 5.0µl. 
+ CYT B: Utilização da Taq Gold com 2.5µl Tampão, 2.5µl MgCl2, 2µl dNTP’s, 0.5µl BSA, 0.3µl de cada primer, 0.2µl de Taq Gold e 5µl de ADN. 
45 
 
 4.3.2 Aves 
Foram obtidas 28 sequências de COI cuja correspondência obtida entre as sequências 
geradas no presente trabalho e as bases de dados públicas permitiu uma correcta 
identificação das espécies (Tabela 7).  
Três sequências mostraram discordância ou apresentaram problemas relativamente à 
identificação correcta (Tabela 9). Uma sequência resultante de uma amostra de Larus 
michahellis apresentou similaridade com Passer domesticus. Neste caso sabemos tratar-
se de uma contaminação com outra amostra de P. domesticus, que foi processada 
simultaneamente. No entanto, não foi possível durante o decorrer deste trabalho 
verificar se a contaminação ocorreu aquando da extracção do ADN ou da preparação da 
reacção da PCR.  
As penas de Caprimulgus europaeus (noitibó), apesar de terem gerado 580pb, não 
originaram uma sequência com qualquer similaridade por comparação com as 
sequências do gene COI depositadas no GenBank e no BOLD. As sequências de C. 
europaeus publicadas (Kerr et al. 2009) foram geradas com pares de primers diferentes 
dos utilizados no presente trabalho o que nos leva a considerar que o par de primers 














Tabela 7. Espécies aves utilizadas e identificadas morfologicamente, temperatura de annealing, gene amplificado, primers e condição de mix utilizada, identificação no 
GenBank/BOLD e tamanho do fragmento obtido, e cuja correspondência com as sequências das bases de dados permitiu uma correcta identificação. 
Identificação morfológica 
das espécies ID Sample 
Temperatura 
de annealing Gene Primers 
Condição 
da Mix 




Gallus gallus Pena01 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Gallus gallus 745 pb 
Gallus gallus Pena02 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Gallus gallus 724 pb 
Gallus gallus Pena04 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Gallus gallus 640 pb 
Gallus gallus Pena05 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Gallus gallus 745 pb 
Nymphicus hollandicus Pena07 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Nymphicus hollandicus 760 pb 
Tyto alba Pena14 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Tyto alba 754 pb 
Alectoris chukar Pena17 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Alectoris chukar 758 pb 
Strix aluco Pena18 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Strix aluco 754 pb 
Numida meleagris Pena19 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Numida meleagris 746 pb 
Não identificada  Pena20 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Buteo buteo 735 pb 
Não identificada  Pena21 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Accipiter gentilis 758 pb 
Columba livia Pena27 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Columba livia 735 pb 
Columba livia Pena27 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Columba livia 577 pb 
Accipiter gentilis Penacol45 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Accipiter gentilis 664 pb 
Accipiter gentilis Penacol45a 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Accipiter gentilis 584 pb 
Tyto alba Penacol46 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Tyto alba 754 pb 
Tyto alba Penacol46a 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Tyto alba 767 pb 
Accipiter nisus MB82-000002 58 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Accipiter nisus 746 pb 
Accipiter nisus  MB82-000002 58 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Accipiter nisus 736 pb 
Cyanopica cyanus MB82-000003 54 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Cyanopica cyanus 754 pb 
Buteo buteo MB82-000004 56 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Buteo buteo 756 pb 
Falco naumanni MB82-000007 62 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Falco naumanni 767 pb 
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Falco naumanni MB82-000008 62 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Falco naumanni 758 pb 
Falco naumanni MB82-000009 62 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Falco naumanni 729 pb 
Passer domesticus MB82-000010 58 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Passer domesticus 741 pb 
Calonectris diomedea MB82-000013 54 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Calonectris diomedea 740 pb 
Oceanodroma castro MB82-000014 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Oceanodroma castro 1204 pb 
Oceanodroma castro MB82-000015 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 * Oceanodroma castro 734 pb 
* Para COI, a reacção de PCR num volume total de 25µl foi constituída por 5µl Tampão, 2.5µl de MgCl2, 2.0µl dNTP’s, 0.25µl, 0.3µl de cada primer, 0.25µl de Taq Polimerase 1U e 2.0µl de ADN. 
 
 
Tabela 9. Espécies de aves utilizadas e identificadas morfologicamente, temperatura de annealing, gene amplificado, primers e condição de mix utilizada, identificação no 
GenBank/BOLD e tamanho do fragmento, cuja correspondência com as sequências das bases de dados não permitiu uma correcta identificação. 
Identificação morfológica 
das espécies ID Sample 
Temperatura 
de annealing Gene Primers 
Condição 
da Mix 




Caprimulgus europaeus Pena09 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Sem similaridade 573 pb 
Caprimulgus europaeus Pena10 50 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Sem similaridade 585 pb 
Larus michahellis MB82-000001 58 COI BirdF1-t1/COIbirdR2-t1 * Calonectris diomedea 741 pb 
Larus michahellis MB82-000011 58 COI BirdF1-t1/ COIbirdR2-t1 5 µl ADN Passer domesticus 751 pb 








5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
O processo que envolve a obtenção de um perfil de ADN a partir de uma qualquer 
amostra forense decorre sempre condicionado pelas características e estado dessa 
amostra. O ADN de vestígios biológicos encontrados em cenários forenses, encontra-se 
geralmente degradado e em pouca quantidade, permitindo analogias com espécimes de 
colecções de história natural. Estas condições, manifestaram-se na dificuldade em 
extrair, amplificar e sequenciar com qualidade ADN de amostras destas colecções. 
A extracção de ADN depende, em primeiro lugar do tipo de amostra biológica. Entre 
os tipos de amostras utilizadas neste trabalho, os ossos mostraram-se o de extracção 
mais difícil, pois o tecido ósseo, conjuntivo, é bastante rígido.  
O tipo de amostra biológica também se caracteriza pelo método de preservação que, 
por sua vez, tem influência na extracção. Os exemplares de museu são sujeitos a 
tratamento químico para evitar a sua degradação. No entanto, mais recentemente, os 
curadores de colecções biológicas estão mais sensibilizados para a importância de 
recolher material biológico dos exemplares antes que os mesmos sejam submetidos a 
tratamentos para sua preservação devido aos danos causados a molécula de ADN. Neste 
trabalho, as peles de colecção apresentaram maior dificuldade na obtenção de ADN, 
sendo necessárias alterações aos protocolos, nomeadamente a aplicação de uma 
lavagem e hidratação da amostra antes da extracção. Devido ao ADN fragmentado, 
típico destes tipos de amostra, recorremos ainda à amplificação de fragmentos menores 
através da aplicação de primers internos. Pelos resultados obtidos, verificamos que tanto 
a pré-lavagem/hidratação, como a amplificação de fragmentos menores, garantiram 
maior sucesso na amplificação de ADN de amostra de colecção. 
Outro factor com influência no sucesso da extracção de ADN é a idade da amostra 
biológica. Dos materiais frescos conseguiu-se obter mais ADN do que dos materiais de 
colecção. No caso das penas, por exemplo, para além da idade da pena verificou-se a 
influência do tamanho da base do cálamo. Esta é a zona de inserção da pena na 
epiderme e é fortemente irrigada. A pena ao ser retirada do espécime traz no cálamo, 
células e um pouco de sangue. Portanto, quanto maior o cálamo e mais fresca a amostra 
da pena, maior a probabilidade de obtermos ADN de boa qualidade.  
 O facto dos exemplares de colecção terem sofrido tratamento taxidérmico e 
muitos serem exemplares de exposição, restringe a quantidade de penas que podem ser 
retiradas bem como a qualidade da mesma devido aos tratamentos químicos. Deste 
49 
 
modo, as penas de colecção não foram retiradas de zonas muito expostas, de modo a 
não danificar a aparência do modelo, mas sim de locais onde as penas são mais 
pequenas e consequentemente com cálamo menor. Muitos autores recorrem a raspagem 
da base da pata de aves para obtenção de ADN (p.e. Seabrook-Daviso et al. 2009), no 
entanto isso não foi explorado neste trabalho. Ainda assim, e considerando que mesmo 
fragmentado, há possibilidade de amplificar o ADN destas amostras, uma abordagem 
alternativa é a utilização de primers que amplificam fragmentos mais pequenos. 
Relativamente aos diferentes métodos de extracção utilizados nas penas frescas, foi 
possível estabelecer uma relação entre a quantidade de sequências obtidas com o 
método de extracção, sendo o Kit DNeasy o mais eficaz. No entanto, nas penas de 
colecção não é tão visível essa relação.  
Na visualização através de electroforese em gel de agarose, foi notória a relação 
entre o ADN degradado e a ausência de bandas (pouco ADN) ou de arrastamentos 
(ADN fragmentado). Verificou-se que a probabilidade de se visualizarem bandas no gel 
era muito menor em casos de amostras de colecção. No entanto os arrastamentos ou até 
a ausência de banda, também se verificaram com amostras frescas. Isso deve-se ao facto 
que, mesmo que o material seja recente, o intervalo que decorre entre a morte do animal 
e a recolha do material biológico pode ser o suficiente para que ocorra degradação do 
ADN. Um exemplo é o caso da amostra de tecido fresco de mamíferos (MB81-000002) 
que não apresentou banda.  
A quantificação da concentração do ADN, registou valores mais baixos para 
amostras mais degradadas ou antigas, quando em comparação com amostras frescas. 
Mas baixos valores na concentração de ADN podem também estar relacionados com o 
tamanho da amostra utilizada, como por exemplo, cálamos pequenos.  
O facto de se terem verificado valores de concentração de ADN mais altos nas 
amostras extraídas com kit, significa que a utilização das ‘membranas’, nas várias 
etapas do processo de extracção, é útil para reter o ADN e deixar passar os 
contaminantes que geralmente absorvem a 280nm. O método do fenol-clorofórmio, 
apesar de ainda ser considerado mais vantajoso, pela quantidade de ADN que se obtém, 
e também por ser um método financeiramente mais barato para um laboratório, exige 
uma grande manipulação, através de muitos passos o que pode levar a perda de ADN. 
Esta é uma vantagem da extracção por kit que, devido ao seu processo simples, 
minimiza essa perda, bem como garante maior pureza do ADN. 
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Para ilustrar a concentração de ADN em amostras amplamente utilizadas como fonte 
de ADN em cenários forenses, foi extraído ADN de apenas um de pêlo de cavalo e 
também de um fio de cabelo. A leitura da concentração de ADN foi de 5,07 ng/µl e 0,66 
ng/µl respectivamente. Será importante realçar que uma baixa concentração pode conter 
ADN suficiente para ser amplificado com sucesso. Como exemplo, temos o caso da 
pena de colecção nº 46, pertencente a Tyto alba, com concentração 8,26ng/µl e que no 
entanto, conseguimos gerar com sucesso a sua sequência com 754pb. Em oposição, 
verificou-se no caso da amostra de tecido fresco de mamíferos MB82-000007, com 
concentração 297,88ng/µl e que no entanto não se conseguiu amplificar.   
A dificuldade na obtenção de produtos de PCR poderá estar relacionada com a 
presença de inibidores e com o tamanho do fragmento a ser amplificado. A extracção de 
amostras biológicas que tenham sofrido tratamento para sua preservação, podem conter 
inibidores da reacção de PCR. Superar esta limitação é crucial e difícil, quando, por 
vezes, temos apenas uma amostra. Este é o cenário de colecções museológicas e isso 
limita-nos no número de repetições ou optimizações. Para contornar essa dificuldade, 
neste trabalho recorreu-se à utilização de Albumina de Soro de Bovino (BSA), um 
aditivo da PCR, que funciona como estabilizador de reacções enzimáticas e como 
agente bloqueador de inibidores durante a reacção de amplificação do ADN.  
No presente trabalho utilizámos fragmentos do gene Cyt b e COI, com cerca de ≈400 
e 600pb respectivamente, o que por si só, limita a obtenção de ADN fragmentado. 
Geralmente, a identificação de ADN em casos forenses humanos, é baseada em perfis 
de microssatélites, cujo tamanho raramente ultrapassa os 250pb. No caso da 
identificação de espécies a solução será a amplificação de fragmentos mais curtos mas 
com poder diagnóstico.  
Das nossas amplificações para Cyt b, houve um par de primers, L14841/H15149, que 
conseguiu amplificar com sucesso 5 amostras de tecidos de colecção e 14 amostras de 
tecidos frescos de aves, gerando fragmentos com cerca de 308pb. De futuro, o 
laboratório pretende aumentar o número de espécies para testar se este par de primers 
continua a funcionar e ampliar o sucesso em amostras da colecção. 
O gene mitocondrial Cyt b tem sido amplamente utilizado em estudos filogenéticos, 
sendo o marcador de eleição para a identificação de espécies. A extensa descrição de 
primers universais Cyt b para amplificação por PCR levou a um grande aumento do 
número de sequências de Cyt b em bases de dados públicas. Com o presente estudo foi 
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possível testar, o poder discriminatório do Cyt b e do COI proposto pelo Consórcio 
DNA Barcode. Actualmente, uma limitação do gene COI como um marcador ideal para 
questões forenses, relativas à identificação genética de espécies, é o número ainda 
reduzido de sequências depositadas em base de dados públicas. Esta limitação pode 
dificultar o estabelecimento de uma identificação totalmente correcta de uma amostra 
desconhecida. O gene COI apresenta ainda restrições na capacidade diagnóstico em 
espécies com taxonomia por resolver, devido à pouca divergência genética inter-
específica entre certas espécies. Este foi o caso das amostras oriundas de indivíduos dos 
géneros Stenella, Tursiops e Delphinus. No entanto, isso não limita o uso do COI como 
marcador, e na verdade, a disponibilidade de informação proveniente de dois 
marcadores é sempre benéfica. 
Apesar de existirem, no GeneBank e no BOLD, sequências das espécies objecto de 
estudo do presente trabalho, as mesmas não pertencem a exemplares de Portugal. Esta é 
uma contribuição importante do nosso trabalho, visto ser importante aumentar a 
representação das espécies, com o maior número possível de indivíduos, para se 
conhecerem as variações genéticas inter-específicas e auxiliar na identificação da 
origem geográfica da amostra. 
As colecções de referência têm assim um papel importante na validação da 
identificação genética quer da espécie quer da sua origem. Quanto mais abrangentes 
taxonómica e geograficamente forem essas colecções, maior a capacidade de 
identificação de uma amostra desconhecida.  
Com este trabalho, contribuímos para o enriquecimento dessas bases de dados de 
referência, contribuindo com informação genética relativa a 25 espécies de mamíferos e 
28 de aves, incluindo espécies sem dados públicos para o marcador COI. De futuro, e 
tendo por base os conhecimentos aqui adquiridos, pretende-se continuar a contribuir 
para as colecções e base de dados de referência, optimizando protocolos de modo a 
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1. Adicionar ao pedaço de amostra num tubo um buffer de digestão: 
a) 500µl 1X TNE (pH 7.5) 
b) 60µl Tris HCl 1M (pH 8.0) 
c) 16µl de SDS 20% 
d) 2 µl de 50ug/µl Proteinase K  
2. Efectuar um vórtex da mistura 
3. Incubar a 37ºC overnight 
Extracção 
4. Adicionar 500µl de Fenol  
a. Agitar 5 min. 
b. Efectuar um vórtex 
c. Centrifugar a 12000 rpm 5’ 
5. Preparar novos tubos 
6. Pipetar a camada superior para novo tubo e descartar o resto 
7. Adicionar 250µl de Fenol e 250µl de Clorofórmio:Álcool Isoamílico 
a. Agitar 5 min. 
b. Efectuar um vórtex 
c. Centrifugar a 12000 rpm 5 min. 
8. Preparar novos tubos 
9. Pipetar a camada superior para novo tubo e descartar o resto 
10. Adicionar 500µl de Clorofórmio:Álcool Isoamílico 
a. Agitar 5 min. 
b. Efectuar um vórtex 
c. Centrifugar a 12000 rpm 5 min. 
11. Preparar novos tubos 
12. Pipetar a camada superior para novo tubo e descartar o resto 
13. Adicionar 1/10 do volume em Acetato de Sódio 3M 
14. Adicionar 2x o volume em Etanol 100% a -20ºC 
a. Inverter os tubos para misturar 
b. Colocar os tubos 1h no congelador 
15. Centrifugar 20 min. a 12000 rpm 
16. Decantar o sobrenadante 
a. Pipetar o máximo possível sem tocar no pellet 
17. Adicionar 20µl de Etanol 70% a -20ºC 
18. Centrifugar 5min. a 12000 rpm 
19. Retirar o álcool sem tocar no pellet 
20. Deixar secar 
21. Ressuspender com 100µl de água ultra pura 
a. Efectuar um vórtex 




7.2 ANEXO II 
 
Protocolo de Lavagem, Hidratação e Digestão de Peles Conservadas 
Pré-extracção de ADN (adaptado de Moraes-Barros & Morgante, 2007) 
 
NOTAS:  
Caso a pele contenha pêlo, retirá-lo previamente numa caixa de Petri com o auxílio de uma pinça e 
bisturi. Todas as caixas de Petri utilizadas deverão ser desinfectadas com lixívia e forradas a papel de 
alumínio. Bisturis, pinças e tesouras deverão ser lavadas em lixívia entre cada utilização. No caso 
particular do corte dos fragmentos em pedaços mais pequenos, o bisturi deverá passar pela chama. 
 
1. Cortar um pequeno fragmento de pele (≈0,4cm x 0,4cm) do espécime com tesoura ou 
bisturi e transferir para tubo de 2ml; 
2. Lavar 3x com 1ml de água ultra pura, por 5 min, na placa rotatória; 
3. Lavar 3x com 1ml de etanol 70%, por 5 min, na placa rotatória; 
4. Enxaguar 3x com 750µl de água ultra pura invertendo o tubo várias vezes; 
5. Retirar o fragmento de pele para uma caixa de Petri e cortar a amostra em pedaços mais 
pequenos com auxílio de bisturi e palito; 
6. Adicional 1ml de buffer TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 7.6) a cada tubo; 
7. Transferir os fragmentos de volta para o tubo e deixar hidratar por 24h na placa 
rotatória; 
8. Lavar com 1ml de etanol 70% (feito com água ultra pura); 
9. Hidratar novamente em 1ml de buffer TE, por 24h, na placa rotatória; 




7.3 ANEXO III 
 
QIAamp DNA Investigator 
 
1. Adicionar 300µl tampão ATL, 20µl Proteinase K e 20µl DTT 1M a um tubo de 1,5ml; 
a. (com raiz) cortar 0.5-1cm desde o bulbo e colocar no tubo 
b. (sem raiz) cortar cabelo em pedaços de 0.5-1cm e colocar no tubo 
2. Levar ao vórtex por 10s; 
3. Colocar o tubo no thermomixer a 56ºC, a 900 rpm por 1h; 
4. Efectuar um short-spin; 
5. Adicionar 300µl AL e levar ao vórtex 10s; 
6. Colocar o tubo no thermomixer a 70ºC a 900 rpm por 10min; 
7. Centrifugar brevemente; 
8. Transferir sobrenadante para coluna QIAamp; 
9. Centrifugar a 8000 rpm por 1min.  
10. Colocar coluna num novo tubo de recolha e deitar fora o outro; 
11. Adicionar 500µl tampão AW1.  
12. Centrifugar 8000 rpm por 1min;  
13. Colocar num novo tubo de recolha; 
14. Adicionar 700µl de tampão AW2.  
15. Centrifugar 8000 rpm por 1min;  
16. Colocar num novo tubo de recolha; 
17. Adicionar 700µl etanol absoluto.  
18. Centrifugar 8000 rpm por 1min;  
19. Colocar num novo tubo de recolha; 
20. Centrifugar a 14000 rpm por 3min; 
21. Colocar a coluna num tubo de 1.5ml.  
22. Incubar com a tampa aberta à temperatura ambiente por 10min ou a 56ºC por 3min; 
23. Adicionar 50µl de água destilada no centro da membrana; 
24. Incubar à temperatura ambiente por 1min.  




7.4 ANEXO IV 
 
Extracção com Sílica 
 
Preparação da amostra:  
1) Remover a sujidade da superfície do espécime com um tecido. Se necessário, 
humedecer o tecido com água ultra pura. 
2) Remover a superfície exterior do espécime com alguma ferramenta de moagem. 
3) Utilizar um mini-berbequim para obter um pó fino. 
4) Pesar ≈100mg do pó de amostra e transferir para um tubo Falcon de 15ml 
 
Libertação do ADN:  
5) Adicionar 2ml de solução de extracção. Incluir também uma extracção em branco (2ml 
de solução de extracção sem amostra).  
6) Selar os tubos com parafilm e incubar com agitação suave, overnight, no escuro a 27ºC. 
Opcional: No dia seguinte, para melhorar o rendimento do ADN, incubar com agitação 
por um período adicional de 1h a 56ºC.  
 
Purificação do ADN por ligação à sílica: 
7) Centrifugar as amostras por 2min a 5,000g. 
8) Transferir o sobrenadante para 8ml de tampão de ligação num novo tubo. Adicionar 
20µl de suspensão de sílica (Dióxido de Sílica ≈99% 0.5-10µm) e ajustar o pH para 
≈4,0 adicionando gota a gota de HCl 30% w/v.  
Nota: A sílica precisa ser centrifugada antes de cada etapa, pois as partículas assentam 
rapidamente. Não adicionar muito HCl à solução, pois o ADN será destruído em valores 
baixos de pH, mais vale ter pH a 4.5 do que a 3.5.  
 
Purificação do ADN por ligação à sílica:  
9) Fechar os tubos e selar com parafilm. Incubar com agitação durante 3h no escuro. 
 
Purificação do ADN e eluição:  
10) Centrifugar as amostras por 2min a 5.000g. Colocar o sobrenadante num novo tubo.  
11) Adicione 200µl de tampão de ligação ao pellet de sílica e ressuspender a sílica. 
12) Transferência do buffer de suspensão de sílica para um novo tubo de 2ml 
13) Centrifugar durante 15s a 16.000 g. 
14) Desprezar o sobrenadante e remover a solução restante com uma pipeta. 
15) Adicione 2µl de buffer de lavagem ao pellet de sílica e ressuspender a sílica pipetando 
para cima e para baixo. 
16) Centrifugar durante 15s a 16.000 g. 
17) Desprezar o sobrenadante e remover o líquido remanescente com uma pipeta. 
18) Repetir as etapas 17 a 19. 
19) Centrifugar novamente por 15s a 16.000 g e remover o líquido remanescente com uma 
pipeta. 
20) Secar a sílica à temperatura ambiente por ≈15min com tampas abertas. 
21) Juntar 10µl de tampão TE à sílica seca e ressuspender . 
22) Incubar com tampas fechadas durante ≈10min; agitar suavemente. 
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23) Centrifugar por 2min a 16.000 g. 
24) Transferir o sobrenadante para um tubo novo. Opcionalmente, as etapas de eluição 
(Passos 23-26) podem ser repetidas.  
 
